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可溶性エポキシドヒドロラーゼ(sEH)はN末端ドメインと C末端ドメインの二つのドメインか
らなり、C 末端側にエポキシドヒドロラーゼ(EH)活性を持つ。EH 活性は内在性の生理活性物質
であるエポキシエイコサトリエン酸(EET)を基質とする。EET は、血管拡張作用を有し血管内皮
由来過分極因子(EDHF)の候補とされている他、抗炎症作用、血管新生作用などを持つ。EET は
sEH によってそのジオール体であるジヒドロキシエイコサトリエン酸(DHET)に加水分解される
が、DHET は EET のような生理作用を持たないことから、sEH は EET の生理作用を調節する
上で重要である。しかしながら sEH の発現調節についてはまだ明らかとなっていない。一方で
sEHのN末端側にはホスファターゼ活性を持つことが近年明らかにされたが、その内在性の基質
及びその生理機能は全く明らかとなっていない。本研究では、sEHの発現調節機構の解明、及び
そのホスファターゼ活性の基質や生理機能を明らかにすることを目的とした。 
[sEHの発現調節機構の解明]  
本研究では糖尿病に着目して sEHの発現調節機構の解明を行った。糖尿病は血糖値が増加する
疾患であり、網膜症や腎症、心血管障害などの合併症が知られている。EETは古くから膵臓のβ
細胞においてインスリンの分泌を促進することが知られており、糖尿病における役割が示唆され
ている。ストレプトゾトシンを用いて作製した糖尿病マウスにおいて、sEH の発現量が減少し、
さらにインスリン投与によってその減少が回復することを明らかにした。またヒト肝癌細胞
(Hep3B)を糖尿病のモデルとして高グルコースを含む培地で培養したところ、sEH 発現量が減少
した。高グルコース状態ではNADPH-オキシダーゼの活性化により細胞内の活性酸素が増加して
おり、それより sEH が減少することを明らかにした。また高グルコースによる sEH の減少は転
写レベルであり、Sp1阻害剤であるmithramycin Aによってその減少が抑制された。実際に高グ
ルコース状態では、Sp1 の核内量が増加しており、またこの作用も活性酸素が原因であることを
示した。また Sp1の過剰発現により sEH発現量が減少し、Sp1ノックダウンにより sEHが増加
したことから、高グルコース状態では Sp1によって sEHが抑制されている可能性を示した。 
[sEHのホスファターゼ活性の生理機能解析及びその基質の探索] 
sEHの生理機能として、Hep3B細胞において sEHをノックダウンすると、血管内皮増殖因子
(VEGF)の発現、及び細胞増殖が促進することを明らかにした。VEGFは血管新生を促進する因子
であり、糖尿病の網膜症や腎症にも関わることが知られている。また EH 活性及びホスファター
ゼ活性の活性部位にそれぞれ変異を入れた sEHを用いて検討した結果、これらの作用にはそのホ
スファターゼ活性が重要であることが示された。そこで、sEHのホスファターゼ活性の基質の探
索を試みた。その基質として細胞膜に存在するリン脂質及びこれらの加水分解産物に着目した。
これらの脂質は、細胞内において細胞増殖や細胞遊走などに関わる脂質メディエーターであるこ
とが知られている。そこで、これらリン脂質が sEH の基質となるのではと考えた。まず sEH の
合成基質である 4-メチルウンベリフェリィルリン酸を用いたホスファターゼ活性の系に、様々な
リン脂質を加え活性の阻害を調べることで、sEHに結合する脂質を探索した。その結果、リン脂
質を含むレシチンは sEH のホスファターゼ活性を阻害しなかったが、その加水分解産物は sEH
活性を顕著に阻害した。そこで、レシチンの加水分解産物の一種であるリゾホスファチジルコリ
ンを加えたところ、sEH 活性を濃度依存的に阻害した。このことから、リゾリン脂質が sEH の
基質となるのではと考え、さらにホスファターゼ活性の基質となりうるリゾホスファチジン酸
(LPA)を加えたところ、sEH 活性が阻害された。そこで LC-MS を用いて、実際に sEH が LPA
を代謝するかどうかを検討したところ、sEH によって LPA が脱リン酸化され、アシルグリセロ
ールが生成することを示した。さらに様々なリン脂質を用いて sEHの代謝活性を測定したところ、
sEHのホスファチジン酸に対する活性はほとんど検出されず、またスフィンゴ脂質であるスフィ
ンゴシン-１-リン酸に対しては、LPAに比べて低い活性を示した。このことから、sEHは LPA特
異的に高い活性を示すことが明らかとなった。また LPA を Hep3Bに添加すると細胞増殖を促進
することも明らかにした。 
本研究により、糖尿病という病態生理学的条件下で sEH発現が変化することを示し、そのメカ
ニズムを明らかにした。またLPAが sEHのホスファターゼ活性の基質であることを明らかにし、
LPAを介して細胞増殖などの作用に関わっている可能性が示された。 
